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Estructura y contenido de la Tesis 
 
Esta Tesis doctoral está estructurada siguiendo la normativa de la Universidad 
de Alcalá para Tesis doctorales por capítulos. Comienza con una Introducción donde se 
explican los conceptos necesarios para facilitar la comprensión de los capítulos 
incluidos y de los objetivos perseguidos. La introducción termina con la descripción de 
los objetivos de cada publicación y con la bibliografía usada para su redacción.  
A continuación se presentan los cuatro capítulos de los que consta esta Tesis. El 
primero de ellos (I) es una revisión de la materia sobre la que versa el contenido 
fundamental de la Tesis. Los siguientes tres capítulos (II, III y IV) son los tres trabajos 
publicados por el doctorando como primer autor, respetándose el orden cronológico 
de cada publicación (Tabla 1). En cuanto a su contenido, éste ha sido añadido y 
ordenado tal y como aparece en las publicaciones originales. De este modo, estas tres 
publicaciones están estructuradas como sigue: 
 Resumen (Abstract) 
 Introducción (Introduction) 
 Materiales y métodos (Materials and methods) 
 Resultados (Results) 
 Discusión (Discussion) 
 Agradecimientos (Acknowledgements) 
 Bibliografía (References) 
Después de los capítulos se incluyen las principales conclusiones que se derivan 
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Tabla 1. Resumen de los capítulos incluidos  
Capítulo Título del artículo Año de publicación Revista
I
Dinámicas de transmisión del 
WNV: El papel de mosquitos y 
aves, el índice de competencia y 
las diferencias epidemiológicas 
entre el Nuevo Mundo y el Viejo 
Mundo 
II
A novel quantitave multiplex real-
time RT-PCR for the simultaneous 
detection and differentation of 
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sparrows (Passer domesticus ) with 
West Nile virus isolates of Euro-
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Visión general y relevancia del virus West Nile en el marco de la salud 
pública 
 
El virus West Nile (WNV), es un arbovirus zoonótico perteneciente a la familia 
Flaviviridae, género Flavivirus. Es un patógeno emergente en varias partes de Europa y 
Estados Unidos que constituye un riesgo para la salud pública y la sanidad animal en 
ambas regiones (Kolman JM et al., 1973; Kramer LD et al., 2008). El WNV recibe su 
nombre de la zona en la que fue aislado por primera vez, en el distrito de West Nile 
(Uganda) en 1937, a partir de la sangre de una mujer que presentaba un cuadro febril 
(Smithburn KC et al., 1940). 
Este virus se mantiene en la naturaleza en un ciclo mosquito-ave-mosquito, en 
el cual el principal vector de transmisión son los mosquitos ornitofílicos del género 
Culex (Gubler DJ et al., 2007; Hayes CG et al., 2001; Petersen LR et al., 2001) y un 
amplio rango de aves silvestres actúan como reservorio en el mantenimiento y 
transmisión del virus (Work TH et al., 1955). Algunas aves paseriformes son reservorios 
especialmente importantes por su alta capacidad para replicar el virus (Komar N et al., 
2003b). 
El WNV tiene una distribución mundial, detectándose en todos los continentes 
(excepto en la Antártida) y prácticamente en todas las regiones tropicales y de climas 
templados del mundo (Hayes CG et al., 1988). La clasificación del WNV en linajes 
genéticos está basada en la secuencia nucleotídica de su genoma, aunque el número 
de linajes propuestos varía dependiendo del autor y de la bibliografía que se consulte 
(Bakonyi T et al., 2005 y 2006; Vázquez A et al., 2010; Pachler K et al., 2014; Rizzoli A et 
al., 2015). 
El WNV afecta con especial virulencia a humanos y equinos, por ello son de 
especial interés para la salud pública y la sanidad animal (Petersen LR y Roehrig JT, 
2001; Campbell GL et al., 2002).  Ambos son considerados hospedadores accidentales 
o en fondo de saco, es decir, son infectados por el virus pero un mosquito que se 
alimenta de ellos no es capaz de adquirir el virus en cantidad suficiente como para 
poder transmitirlo de nuevo a otro hospedador. A pesar de todo, el WNV es causante 
      Introducción 
5 
 
de una enfermedad neuroinvasiva (encefalitis) en humanos y caballos que tiene serias 
repercusiones sanitarias. Esta enfermedad es conocida como encefalitis por virus West 
Nile y puede ocasionar la muerte en algunos casos (alrededor de 1 de cada 24 casos 
clínicos en humanos). Todo ello unido al hecho de que este patógeno puede 
propagarse con evidente rapidez hace que sea una de las enfermedades incluidas 
tanto en el Reglamento Sanitario Internacional de la Organización Mundial de la Salud 
(OMS, www.who.int) como en la lista de enfermedades de declaración obligatoria de 
la Organización Mundial de Sanidad Animal (OIE, www.oie.int).  
La enfermedad provocada por el WNV cobró especial interés en el ámbito de la 
salud pública y la prevención de enfermedades emergentes a partir de los brotes 
ocurridos en Rumanía (1996), Israel (1998-99), Rusia (1999) y, sobre todo, Estados 
Unidos (1999) (Tsai TF et al., 1998; Hayes CG et al., 2001). En las últimas décadas este 
interés ha resurgido con mayor importancia si cabe. Prueba de ello son los brotes 
ocurridos recientemente en Europa que ponen de manifiesto la capacidad de este 
virus para colonizar y extenderse rápidamente por nuevas áreas geográficas, 
detectándose en numerosos países y regiones de la cuenca del Mediterráneo, Europa 
del Este, Balcanes y Centro Europa (Zeller HG et al., 2004; Sambri V et al., 2013).  
La eco-epidemiología del WNV en Europa y Norteamérica presenta diferencias 
notables. En Norteamérica se ha caracterizado por una alta morbilidad y mortalidad de 
las aves silvestres, mientras que los brotes en aves en Europa son esporádicos y poco 
frecuentes. En los últimos años esta situación ha ido cambiando, y mientras que la 
actividad del WNV en EEUU se ha estabilizado, en el mismo período en Europa 
asistimos a un aumento de brotes en caballos, aves y humanos (Rizzoli A et al., 2015). 
Estas diferencias requieren una explicación satisfactoria y hacen necesario ampliar el 
conocimiento sobre la eco-epidemiología de este virus. De hecho, algunos autores han 
señalado las lagunas existentes en la ecología, transmisión, patogenia y/o detección 
del virus y la necesidad de seguir realizando nuevos estudios (Rizzoli A et al., 2015).  
Para seguir avanzando en el conocimiento de la biología del WNV los modelos 
animales constituyen una herramienta fundamental: los ratones se han usado muy 
frecuentemente como modelo para estudiar la enfermedad neuroinvasiva provocada 
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por el WNV en mamíferos (Beasley DW et al., 2005; Sotelo E et al., 2009). Estos 
estudios abordan, entre otras cuestiones, la mortalidad provocada por distintas cepas 
del virus, permitiendo así establecer la dosis letal 50 (LD50), la respuesta inmune innata 
y adaptativa desencadenada por el virus o la descripción de la enfermedad en el 
hospedador a nivel histopatológico y clínico (Lim SM et al., 2011; Samuel MA et al., 
2006).  
Los mamíferos son hospedadores que no participan en el ciclo de amplificación 
y transmisión natural del virus, por eso su utilidad como modelos experimentales es 
limitada si se trata de ahondar en aspectos específicos de la biología del WNV que 
afectan a la dispersión geográfica del virus. En este caso, los modelos animales 
basados en sus hospedadores naturales, las aves silvestres, son los más adecuados. Los 
estudios en aves han ayudado a conocer la capacidad de replicación del virus en 
distintas especies de pájaros y su susceptibilidad a la infección, así como la virulencia 
de las cepas circulantes, entre otras cuestiones (Bowen RA y Nemeth NM, 2007; Perez-
Ramirez E et al., 2014). A la capacidad de un ave para replicar el virus a niveles 
infecciosos para los mosquitos que se alimentan de su sangre se le denomina 
“competencia como reservorio”. Esta cualidad del hospedador se mide por el Ci (del 
inglés Competence index, Komar N et al., 2003b). La competencia como reservorio, 
junto con la ecología propia de cada especie de ave, tienen relación directa con la 
capacidad del virus para introducirse en nuevos territorios. En este aspecto, las aves 
migratorias, la selección del hospedador en la dieta de los mosquitos (“host selection” 
o “feeding pattern”) y las aves clave en la transmisión del virus se han descrito como 
aspectos relevantes en la eco-epidemiología del WNV y por tanto en su dispersión 
(Hamer GL et al., 2009; Kilpatrick AM et al., 2006a).  
Algunas especies de aves paseriformes, como el gorrión común (Passer 
domesticus) o el mirlo americano (Turdus migratorius) son reservorios altamente 
competentes por su capacidad para replicar el virus, alcanzando viremias muy altas y 
sostenidas en el tiempo (Komar N et al., 2003b; Kilpatrick AM et al., 2006a). De estas 
dos especies, el gorrión común presenta algunas ventajas como modelo experimental. 
Siendo un ave muy abundante y ampliamente distribuida, no sólo por toda Europa y 
Norteamérica, sino a nivel mundial, permite abordar estudios comparativos entre 
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cepas de WNV de muy distinto origen geográfico. Hay que mencionar también que la 
proximidad del gorrión común al ser humano y su adaptación a entornos urbanos le 
hacen muy útil en estudios de análisis de riesgo para el hombre y en modelos 
predictivos de la enfermedad. La infección experimental de gorriones comunes con 
distintos aislados víricos responsables de los brotes recientemente ocurridos en 
Europa puede ayudar a ampliar el conocimiento de la eco-epidemiología del virus, 
pues las diferencias eco-epidemiológicas observadas en las distintas áreas geográficas 
afectadas pueden correlacionarse directamente con las cepas circulantes en cada 
lugar, independientemente del efecto del hospedador, pues el gorrión común está 
presente en amplias zonas. Todo esto unido a las observaciones y estudios de campo 
ayudará a comprender mejor los diferentes factores implicados en la transmisión del 
WNV. 
 
Técnicas de detección y diagnóstico de la infección por el virus West Nile 
 
En lo que se refiere a la detección y diagnóstico del WNV, cabe mencionar que 
existen tres grupos de técnicas principalmente (De Filette M et al., 2012): 
Técnicas indirectas: Estas técnicas se fundamentan en la detección de 
anticuerpos generados frente al virus como consecuencia de la infección. 
Clásicamente, las técnicas de cribado serológico se basaban en la inhibición de la 
hemaglutinación (HAI) o la fijación del complemento (CFT), pero éstas están hoy día en 
desuso, habiendo sido desplazadas por la técnica del enzimoinmunoensayo en fase 
sólida (ELISA) más apta para el cribado serológico. El diagnóstico se basa en la 
determinación de inmunoglobulinas de la clase M o la seroconversión de IgG frente al 
virus. La presencia de IgM específica en suero o en líquido cefalorraquídeo se 
considera prueba de confirmación diagnóstica de la infección primaria reciente por 
WNV en caballos con signos clínicos compatibles con la enfermedad, si bien en 
humanos requiere de un paso ulterior de confirmación, debido a la posible confusión 
con otras infecciones clínicas causadas por flavivirus. Los sueros de individuos 
infectados por flavivirus muestran reactividad cruzada con anticuerpos frente a 
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flavivirus heterólogos, lo que da lugar a falsos positivos. Esto ocurre con mayor 
frecuencia en las técnicas de cribado, menos específicas que las técnicas de 
confirmación. La técnica más específica es el test de la virus-neutralización (VNT), en 
sus dos formatos principales: la prueba de la reducción del número de placas (de sus 
siglas en inglés PRNT) y la micro-VNT, o virus-neutralización en formato de 
microcultivo (placa de 96 pocillos). Siendo más específica que las técnicas de cribado, 
la VNT no está totalmente exenta del problema de la reactividad cruzada entre 
flavivirus, aunque en este caso está restringida a los flavivirus del mismo serocomplejo. 
Por ejemplo, los virus pertenecientes al serocomplejo de la encefalitis japonesa, que 
incluyen, además de al virus de la encefalitis japonesa, (JEV), a los virus West Nile 
(WNV); Usutu (USUV); encefalitis de Saint Louis (SLEV), y encefalitis del valle de Murray 
(MVEV), entre otros, reaccionan de forma cruzada entre sí en esta prueba. Sin 
embargo, es posible diferenciarlos realizando titulaciones de anticuerpos 
neutralizantes (AcNt) por VNT en paralelo frente a los distintos antígenos víricos y 
comparando las titulaciones obtenidas frente a cada uno de ellos. La especificidad se 
asigna al obtenerse un título al menos cuatro veces superior frente a un determinado 
flavivirus que frente al resto de flavivirus examinados. La VNT permite igualmente 
confirmar un diagnóstico serológico por seroconversión: es decir, cuando se observa 
un aumento de al menos cuatro veces el título de AcNt entre un suero obtenido en la 
fase aguda y otro en la fase convaleciente de la infección. 
Técnicas de detección directa por métodos moleculares: Se refieren 
principalmente a las técnicas basadas en la reacción en cadena de la polimerasa con 
retrotranscripción (RT-PCR), en sus diversos formatos, convencionales y en tiempo 
real, y a otras técnicas de amplificación especifica de ácidos nucleicos, menos 
extendidas pero igualmente útiles, como la LAMP (Loop-mediated isothermal 
amplification) y la NASBA (Nucleic Acid Sequence Based Amplification), todas ellas 
dirigidas a detectar ARN del WNV en las muestras. Las técnicas moleculares se han 
convertido en el método estándar para la detección y cuantificación de ARN viral. La 
RT-PCR en tiempo real en particular añade la dimensión cuantitativa y la facilidad de 
lectura automatizada, lo que, junto a los sistemas de extracción automática de ácidos 
nucleicos ha permitido incrementar la escala de análisis muy significativamente, siendo 
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hoy día la técnica de elección para el diagnóstico molecular de numerosos 
microorganismos patógenos. Otra ventaja de esta técnica es que, al ofrecer resultados 
cuantitativos, la estandarización del ensayo y el control de calidad del mismo resultan 
más sencillos. De este modo, esta técnica se ha establecido como una de las más 
importantes tanto en laboratorios de diagnóstico clínico como en los de investigación 
básica.  
 Técnicas de cultivo y aislamiento de virus: El aislamiento del virus es la 
culminación de un buen diagnóstico, confirmando las técnicas anteriormente citadas, 
obteniéndose la cepa aislada del brote para estudios de caracterización genética, 
antigénica y fenotípica. Las líneas celulares más usadas para el cultivo del WNV en el 
laboratorio son las Vero, VeroE6, BSR y BHK, todas ellas de animales vertebrados, o las 
células de mosquito C6/36. Se pueden utilizar otros sustratos, como por ejemplo 
huevos embrionados, o incluso cerebro de ratones lactantes, y combinaciones de éstos 
con células de diferentes tipos en pases sucesivos. Tras la inoculación en el cultivo 
celular el virus se propaga en el interior de las células, en las cuales, y como 
consecuencia de la infección, se desarrolla un efecto citopático a los 4-6 días 
dependiendo de la cepa de WNV y de la línea celular usada. Una vez se termina el ciclo 
de infección y se recoge el virus, es necesario proceder a la identificación del virus 
aislado, generalmente por RT-PCR. 
Para poner en el contexto apropiado la necesidad de mejorar continuamente 
los distintos métodos para la detección del WNV, cabe mencionar que en la última 
década en Europa ha habido un aumento de la actividad del WNV, con más brotes y 
mayor extensión, sumándose a los virus del linaje 1, ya presentes en el continente 
desde 1996, la introducción de nuevas variantes del virus pertenecientes al linaje 2 de 
WNV, que es actualmente el más extendido en el sur y en el este del continente. 
Además, el virus Usutu, un flavivirus encuadrado dentro del serocomplejo de la 
encefalitis japonesa, también ha ocasionado brotes recientes en numerosos países de 
Europa incluidos Italia y España (Ashraf U et al., 2015). Debido a la reciente actividad 
detectada de los linajes 1 y 2 de WNV y al hecho de que el virus Usutu puede producir 
reacción cruzada frente al WNV en las técnicas de diagnóstico serológicas, se hacen 
más necesarios y urgentes que nunca métodos que puedan distinguir de manera 
      Introducción 
10 
 
eficiente y específica entre aislados pertenecientes al linaje 1 y 2 de WNV y el virus 
Usutu.
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Objetivos del capítulo I: Dinámicas de transmisión del WNV: El papel de 
mosquitos y aves, el índice de competencia (Ci) y las diferencias epidemiológicas entre 
el Nuevo Mundo y el Viejo Mundo. 
1.-  Compilar y resumir la información necesaria para ayudar a la comprensión y 
contextualización de los restantes capítulos de la Tesis. 
Objetivos del capítulo II: A novel quantitative multiplex real-time RT-PCR 
for the simultaneous detection and differentiation of West Nile virus lineages 1 and 2, 
and of Usutu virus. 
1.- Mejorar la técnica de diagnóstico desarrollada en el CISA, otorgándole 
carácter cuantitativo mediante el calibrado con rectas patrón de secuencias específicas 
de ARN de concentración conocida. 
Objetivos del capítulo III: Experimental infection of house sparrows (Passer 
domesticus) with West Nile virus isolates of Euro-Mediterranean and North American 
origins. 
1.- Reproducir el modelo de infección experimental por WNV desarrollado en 
Estados Unidos, basado en el uso del gorrión común, con especímenes del continente 
europeo capturados en España. 
2.- Estudiar comparativamente el curso de la infección provocada por 
diferentes cepas virales de origen europeo y norteamericano pertenecientes al linaje 
1. 
3.- Evaluar la capacidad de transmisión (índice de competencia) del gorrión 
común para las cepas virales estudiadas. 
Objetivos del capítulo IV: Experimental infection of house sparrows (Passer 
domesticus) with two different West Nile virus strains: NY99 (lineage 1) and 
Austria/2008 (lineage 2). 
         Objetivos 
13 
 
1.- Estudiar comparativamente el curso de la infección provocada por 
diferentes cepas virales pertenecientes al linaje 1 y linaje 2 de origen norteamericano y 
europeo, respectivamente. 
2.- Evaluar la capacidad de transmisión (índice de competencia) del gorrión 
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En este primer capítulo se abordan brevemente algunos aspectos generales del 
virus, tales como su estructura molecular, su clasificación y su ciclo de transmisión. Se 
continúa con la influencia de los mosquitos y de las aves en las dinámicas de 
transmisión del WNV, para, seguidamente, exponer el significado e importancia del 
índice de competencia (Ci) asociado a cada aislado viral para establecer su capacidad 
de transmisión. Por último, se incide en las diferencias epidemiológicas del WNV 
existentes entre Europa y Norteamérica. 
 
Estructura molecular del WNV, infección celular y ciclo de replicación en 
el hospedador 
 
El WNV es un virus perteneciente a la familia Flaviviridae, género Flavivirus que 
se engloba dentro del serocomplejo de la encefalitis japonesa (JEV en sus siglas en 
inglés). Es un virus esférico de aproximadamente 50 nm de diámetro. Posee una 
envoltura lipídica que rodea una nucleocápside de simetría icosaédrica que encierra un 
genoma de ARN de cadena simple y polaridad positiva de 11 kilobases 
aproximadamente (Guirakhoo F et al., 1992; Mukhopadhay S et al., 2003) (ver Figura 
1). El genoma codifica una única poliproteína que es escindida por proteasas celulares 
y víricas en 10 proteínas víricas, tres estructurales (E, M y C) y siete no estructurales 
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) (Stadler K et al., 1997; Rosendaal J et al., 
2006) (ver Figura 2). 
En la envoltura del virión se encuentran dos proteínas transmembrana 
estructurales, la proteína E (o “de la envoltura”) y la proteína M (o “de la matriz”). La 
cápside está formada por la proteína C (o “del core”). Los monómeros de la proteína C 
se asocian entre si dando lugar a una cápside de geometría icosaédrica característica 
del WNV (ver Figura 1). La proteína E es una glicoproteína muy expuesta en la 
superficie del virión que tiene importantes funciones en la biología del virus como son 
la interacción con receptores, la fusión de membranas y el ensamblaje de los viriones. 
Así mismo, la proteína E posee los principales sitios antigénicos del virus.  
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Figura 1. Esquema del virión del WNV (autoría propia) 
 
 
Figura 2. Estructura del genoma del WNV (11 Kb) detallando los componentes proteicos 
codificados y sus funciones (adaptado de De Filette M et al., 2012). 
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La replicación del WNV en la célula del hospedador empieza con la unión del 
virus a la superficie celular. Aunque aún no se conoce el receptor celular del WNV, se 
han propuesto algunos posibles receptores como el DC-SIGN o determinadas 
integrinas (Chu JJ et al., 2004). El WNV penetra en la célula vía endocitosis mediada por 
receptor. En el endosoma la proteína E sufre cambios estructurales provocando que el 
péptido de fusión quede expuesto y que se inserte en la membrana del endosoma. A 
continuación se fusionan las membranas del virión y del endosoma, lo que provoca 
que la nucleocápside sea liberada al citosol. Entonces, el ARN vírico es liberado 
también y puede comenzar la síntesis de la poliproteína (ver Figura 3).  
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El genoma del WNV codifica una única poliproteína de aproximadamente 3.400 
aminoácidos. Como se señaló anteriormente, esta proteína es procesada tanto por 
proteasas celulares como por la proteasa vírica NS2B-NS3, lo cual da lugar a tres 
proteínas estructurales y siete no estructurales (ver Figura 2). 
La replicación de los flavivirus necesita la acción de la polimerasa vírica NS5 que 
es ARN-dependiente. Esta enzima produce una cadena de ARN de orientación negativa 
(anti-sentido) que sirve de molde para la producción de multitud de copias del genoma 
infectivo de ARN positivo. Los flavivirus inducen cambios muy grandes en la morfología 
de las membranas intracelulares, algo muy frecuente en los virus ARN-positivos. En 
estos cambios juega un papel importante la proteína NS4A (Rosendaal J et al., 2006). El 
ARN y las proteínas víricas se acumulan en estructuras formadas por la membrana del 
hospedador que se denominan complejos de replicación.  
A continuación comienza el proceso de ensamblaje, en el cual el ARN se asocia 
con la proteína C en el citoplasma formando la nucleocápside, ésta se asocia a su vez 
con las proteínas E y prM en el lumen del retículo endoplásmico. El ensamblaje del 
virus se realiza con membranas derivadas del propio retículo endoplásmico. En esta 
fase los viriones inmaduros tienen asociadas las proteínas E y prM formando 
heterotrímeros. Los viriones en su estado inmaduro son entonces dirigidos a través de 
los canales de secreción donde completan su proceso de maduración en el 
compartimento trans-Golgi. Un paso clave en la maduración de los viriones son los 
cambios que se producen en estas proteínas favorecidos por el pH acidificado del 
aparato de Golgi. La proteína E sufre un cambio conformacional o reordenamiento y la 
proteína prM es procesada por furinas dando lugar a la proteína M. Es entonces 
cuando ambas proteínas se disocian y las proteínas E pueden formar homodímeros 
(Stadler K et al., 1997). Finalmente, los viriones maduros abandonan la célula 
fusionándose la membrana de las vesículas que lo transportan con la membrana 
celular. Cabe mencionar que la replicación y posterior salida de viriones maduros de 
las células de vertebrados suele provocar en ésta un efecto citopático. 
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Figura 3. Fases del ciclo de replicación intracelular del virus West Nile (Suthar MS et al., 2013) 
 
 
1. Adhesión a la célula; 2. Endocitosis mediada por receptores; 3. Fusión de la envoltura lipídica con el 
endosoma; 4. Apertura de la nucleocápside y liberación del ARN; 5. Traducción y procesamiento de la  
poliproteína; 6. Replicación del ARN; 7. Generación de múltiples copias de ARN de polaridad positiva; 8. 




En lo que se refiere a la patogenia y tropismo del WNV en el hospedador, la 
mayoría de los estudios han sido realizados en modelos de ratón y ave. Tras la 
picadura del mosquito infectado al hospedador, el WNV inoculado entra en contacto 
con queratinocitos (Lim PY et al., 2011) y con las células de Langerhans en la región 
intradérmica. En los queratinocitos, el receptor de reconocimiento de patógenos TLR-7 
es activado liberándose citoquinas como la IL-1b que propicia la migración de las 
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células de Langerhans hacia los nódulos linfáticos (Byme SN et al., 2001; Welte T et al., 
2009). Tras una breve viremia el WNV se disemina de forma sistémica por el organismo 
del hospedador alcanzando diversos órganos, como bazo, riñón o hígado, pudiendo 
infectar un amplio rango de tipos celulares. Finalmente, el WNV puede llegar a 
atravesar la barrera hematoencefálica y alcanzar el sistema nervioso central (SNC) 
(Kramer LD et al., 2001).  
Se han propuesto varios mecanismos mediante los cuales el WNV es capaz de 
penetrar en el SNC. Los estudios de estos mecanismos de neuroinvasión están 
realizados en modelos in vitro e in vivo, y entre estos últimos, la mayoría en modelos 
murinos y aviares. Por razones obvias, muy pocos de ellos se han llevado a cabo en 
hospedadores accidentales como el hombre o el caballo. Ello, unido al hecho de que 
existen importantes diferencias metodológicas entre los distintos estudios publicados 
(Suen WW et al., 2014), hace que los resultados observados en estos modelos en 
cuanto a la patogenia del WNV sean difíciles de extrapolar directamente al ser 
humano, y deban de tomarse siempre con cautela. Brevemente, siguiendo el texto de 
Suen y colaboradores (Suen WW et al., 2014), los mecanismos propuestos de 
neuroinvasión por los cuales el WNV sería capaz de acceder al SNC son la vía hemática 
y la vía transneuronal, también denominada migración retrógrada.  
En la vía hemática el virus debe atravesar la barrera hematoencefálica (BHE) 
para poder acceder finalmente al SNC. Para atravesar la BHE el virus tendría dos vías 
de entrada, la vía transendotelial y la vía paracelular. En la vía transendotelial, el WNV 
se introduciría a través de las células endoteliales que conforman la BHE, posiblemente 
a través de los sistemas de transporte especializados de la célula. En la vía paracelular 
el virus dispone de dos mecanismos distintos de entrada: 
a) La difusión pasiva: la entrada de viriones ocurre a través de las uniones 
estrechas de las células endoteliales de la BHE y donde se requiere que las 
uniones íntimas entre estas células estén debilitadas, es decir, que la 
integridad de la BHE esté alterada. 
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b) Modelo “Caballo de Troya”: la entrada al SNC se produce mediante el tráfico 
de leucocitos infectados por WNV al interior de la BHE. Al igual que la 
anterior requeriría de una BHE permeabilizada. 
En la ruta transneuronal o migración retrógrada pueden diferenciarse dos tipos 
de acceso al SNC: 
a) Desde los nervios periféricos al SNC. 
b) Desde el nervio olfativo hasta el bulbo olfativo. 
Algunos estudios han descrito varios determinantes genéticos de patogenicidad 
en el WNV, entre ellos algunos implicados en su capacidad de neuroinvasión 
(resumidos en Suen WW et al., 2014). La mayoría de estudios han usado modelos in 
vitro con el objetivo de investigar el papel de estos determinantes de neuroinvasión en 
la interacción del virus con la superficie celular del hospedador y su unión a ella, la 
evasión inmune o la ruptura de las uniones intercelulares. Se hace necesario que estos 
estudios se amplíen a modelos in vivo que puedan arrojar más luz a la comprensión de 
los procesos de neuroinvasión del WNV. 
Está generalmente aceptado que en el ser humano aproximadamente el 80% 
de las personas infectadas por WNV no desarrollan síntomas clínicos. De aquellos que 
sí desarrollan síntomas, la mayoría experimentan una enfermedad febril a la que se le 
denomina “Fiebre por virus West Nile”. Este proceso febril es el síndrome clínico 
predominante en las personas infectadas. Los datos nos dicen que menos del 1% de 
ellos desarrollan una forma clínica más grave, neuroinvasiva, conocida como 
“enfermedad neurológica por virus West Nile”. 
La enfermedad neuroinvasiva ocurre cuando el WNV es capaz de invadir el SNC, 
y puede manifestarse principalmente como (resumido en Sejvar JJ, 2014): 
a) Meningitis: las personas afectadas pueden desarrollar varios síntomas como 
rigidez en la nuca, dolor de cabeza o fotofobia. Generalmente se asocia con 
un desenlace favorable de la enfermedad. 
b) Encefalitis:  Es más común en personas de edad avanzada (>55 años) o 
inmunodeprimidos. Pueden desarrollarse temblores, sobre todo en la parte 
         Capítulo I 
21 
 
superior del cuerpo que pueden desaparecer con el tiempo aunque en 
algunos individuos persiste a pesar de recuperarse de la encefalitis. 
c) Poliomielitis: El síntoma más evidente es la debilidad muscular que puede 
ser parcial o completa ya que se ven afectadas las neuronas motoras de la 
médula espinal. La manifestación más severa de la enfermedad es la que 
afecta a los músculos respiratorios pudiendo derivar en fallo respiratorio con 
necesidad de ventilación asistida. 
 
Taxonomía, filogenia y distribución geográfica del WNV 
 
WNV pertenece a la familia Flaviviridae y se engloba dentro del género 
Flavivirus que consiste en más de 50 especies de virus. La mayoría de los virus que 
pertenecen a este género se transmiten por picadura de artrópodos y de ellos algunos 
tienen importancia clínica, como por ejemplo los virus del dengue (DENV), Zika (ZIKV), 
fiebre amarilla (YFV), encefalitis transmitida por garrapatas (TBEV) y encefalitis 
japonesa (JEV), además del WNV. 
Los estudios de reactividad cruzada en las pruebas de seroneutralización 
agrupan al WNV dentro del serocomplejo de la encefalitis japonesa (JEV) junto con los 
virus de la encefalitis japonesa, valle de Murray (MVEV), encefalitis de Saint Louis 
(SLEV), y Usutu (USUV) (Calisher CH et al., 1989). La clasificación en linajes genéticos 
del WNV está basada en el análisis filogenético de las secuencias nucleotídicas de los 
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Figura 4. Armonización de la numeración de los linajes de WNV basada en el análisis 
filogenético (Rizzoli A et al., 2015). 
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Hasta el momento se han descrito diversos linajes genéticos (Tabla 2) cuya clasificación 
está actualmente en revisión (Berthet FX et al., 1997; Mackenzie JS et al., 2009, Rizzoli 
A et al., 2015). Es importante destacar que por su distribución geográfica, su capacidad 
de dispersión y su importancia clínica, la mayoría de los autores coinciden en la 
existencia de dos linajes principales, el linaje 1 y el linaje 2 (Lanciotti RS et al., 2002; 
Kramer LD et al., 2008; Rizzoli A et al., 2015). En la Tabla 2 se muestra la clasificación 
de linajes propuesta en Rizzoli A et al., 2015. 
 










Linaje 1a Linaje 1
NY99-flamingo382-99, 
New York, 1999
AF196835 Linaje más ampliamente distribuido Lanciotti et al., 1999
Linaje 1b Linaje 1
Kunjin MRM61C, 
Australia, 1960
D00246 Cepas de virus Kunjin, Australia Coia et al., 1988
Linaje 1c Linaje 5 804994, India 1980 DQ256376 Sólo se ha hallado en la India Bondre et al., 2007
Linaje 2 No B956, Uganda 1937 AY532665 Segundo linaje más distribuido




103, Czech Republic 
1997
AY765264 Sólo se ha hallado en Europa central Bakonyi et al., 2005




Aislado originalmente en garrapatas 
Dermacentor
Lvov et al., 2004
Linaje 4b Linaje 6/Linaje 7 HU2925/06, Spain GU047875
Sólo está disponible parte de la 
secuencia
Vázquez et al., 2010




Identificado en mosquitos 
Uranotaenia
Pachler et al., 2014
Linaje 5 Linaje 6





Sólo está disponible partes de las 
secuencias
Vázquez et al., 2010
Linaje 6 Linaje 7
Dak Ar D 5443, 
Senegal
EU082200 Virus Koutango No disponible




Sólo está disponible parte de la 
secuencia
Fall et al., 2014
 
 
Diversos autores han señalado que no existe correlación entre la distribución 
geográfica de los distintos linajes y su clasificación filogenética. Este hecho sugiere un 
mecanismo de dispersión a larga distancia del virus, en el que es probable que las aves 
y sus movimientos migratorios jueguen un papel relevante (Berthet FX et al., 1997) 
(ver Figuras 5 y 7).  
De todos los linajes, el más extensamente estudiado es el linaje 1, por ser el 
que mayor rango de distribución geográfica presenta en la actualidad y el que más 
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brotes ha producido históricamente (ver Figura 5), incluyendo el brote en humanos 
más importante hasta la fecha, iniciado en Nueva York, en 1999 y que en poco tiempo 
se extendió por Norteamérica causando decenas de miles de casos de enfermedad 
neuroinvasiva en humanos, además de afectar de forma masiva a caballos y aves 
silvestres (revisado en Murray KO et al., 2010). Sin embargo, en los últimos 5 años el 
linaje 2 ha cobrado mucha importancia en Europa debido a los brotes detectados 
primariamente en Hungría y Rusia en 2004, de forma simultánea, y que 
posteriormente se han ido extendiendo por una vasta área geográfica que abarca 
Austria, Grecia, Serbia, Croacia, Bulgaria, Italia, Rumania y Este de Rusia (Revisado en: 
Hernández-Triana LM et al., 2014).  
 
Figura 5. Distribución del WNV en el mundo (adaptado de Pesko KN et al., 2012). 
Linaje 1a
Linaje 1b
Linaje 1c Virus Koutango
Linaje 4
Linaje 3 (Rabensburg)
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Ciclo de transmisión del WNV 
 
La primera vez que se describieron los aspectos ecológicos que involucran a 
mosquitos, aves y al hombre en el ciclo biológico del WNV fue en Egipto en la década 
de 1950 (Taylor RM et al., 1956). En aquellos estudios se determinó por primera vez 
que el WNV se mantiene en la naturaleza en un ciclo rural o enzoótico mosquito-ave-
mosquito, donde los mosquitos actúan de vectores de transmisión y las aves de 
reservorios principales (ver Figura 6). Cuando el ciclo normal de transmisión se ve 
alterado (por factores hoy por hoy desconocidos en gran medida), se produce lo que se 
denomina desbordamiento (o “spillover”), que conduce al WNV a infectar a 
hospedadores no habituales iniciándose un ciclo epizoótico o urbano, dentro del cual 
existe riesgo de transmisión para el ser humano y para determinados animales 
domésticos, como los caballos (Tempelis CH et al., 1965; Edman JD et al., 1968; Ulbert 
S, 2011) (ver Figura 6). En el ciclo de transmisión del WNV los mamíferos son 
considerados hospedadores accidentales o en fondo de saco, es decir, no desarrollan 
viremias capaces de transmitir el patógeno a un mosquito competente que se alimente 
de su sangre y pueda continuar con el ciclo de transmisión del virus. Si bien (como se 
señaló anteriormente) las causas exactas por las que se producen los desbordamientos 
son en gran parte desconocidas, se ha sugerido que ciertos cambios en los patrones de 
alimentación de los mosquitos, principalmente por el descenso de la abundancia de 
aves, podrían actuar de desencadenante (Kilpatrick AM et al., 2006a). A las especies de 
mosquito responsables de esta migración alimenticia de aves a mamíferos se les 
denomina vectores puente. Varios estudios apuntan a Cx. pipiens como una de las 
especies que pueden actuar como vector puente (Thiemann TC et al., 2009; Hamer GL 
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Papel de los mosquitos en la transmisión del WNV 
 
Los mosquitos capaces de transmitir el virus son considerados vectores 
competentes y son aquellos que replican el virus en cantidad suficiente y que de forma 
sistémica lo diseminan por todo su organismo hasta alcanzar las glándulas salivares. 
Los principales vectores del WNV son los mosquitos ornitofílicos del género Culex 
(Komar N, 2003a; Zeller HG et al., 2004). Numerosos estudios y autores indican que la 
especie más importante de mosquito competente en Europa y Norteamérica es Culex 
pipiens, si bien existen otras especies de mosquitos que contribuyen a la transmisión 
del WNV (Fyodorova MV et al., 2006; Kilpatrick AM et al., 2005; Vázquez A et al., 2011; 
Muñoz J et al., 2012; Engler O et al., 2013). Cx. pipiens es un vector abundante y 
ornitofílico aunque también incluye en su dieta a mamíferos y, al ser una especie 
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habitual en áreas urbanas, puede actuar como vector puente en humanos (Kilpatrick 
AM et al., 2005; Hamer GL et al., 2008 y 2009).  
La complejidad de la ecología del WNV y sus dinámicas de transmisión mediada 
por vectores están determinadas principalmente por cuatro aspectos vinculados a los 
mosquitos: 
1. El patrón de alimentación de los mosquitos. 
2. La competencia como vectores.  
3. La abundancia de mosquitos.  
4. La prevalencia de la infección en los mosquitos.  
De todos estos factores, el patrón de alimentación de los mosquitos es de vital 
importancia. Además de la abundancia de hospedadores competentes y su 
biodiversidad, el factor clave en los patrones de transmisión viene determinado por el 
número de contactos vector-hospedador y la proporción que una especie de ave 
competente concreta representa en el total de la dieta del mosquito. Conocer estos 
datos es de especial importancia para entender las dinámicas de transmisión de WNV 
en determinadas zonas y, por tanto, para la implementación de los programas de 
vigilancia y prevención (Kilpatrick AM et al., 2006b, Hamer GL et al., 2009 y 2011). En 
relación al número de contactos vector-hospedador se ha acuñado el término super 
dispersador (del inglés “super-spreader”) para designar a una especie de ave que sería 
la responsable de la mayoría de los mosquitos infectados en una comunidad 
heterogénea de hospedadores (Kilpatrick AM et al., 2006b). Más adelante se ahondará 
en este concepto en el apartado Papel de las aves en la transmisión del WNV. El 
estudio exhaustivo de la ecología de los vectores ayuda a detectar aquellas especies 
que pueden suponer un riesgo para los humanos y que por definición actuarían como 
vectores puente (Kilpatrick AM et al., 2005 y 2006a). 
En relación al origen Paleártico y/o Neártico de los mosquitos y la forma en la 
que esto afecta a sus patrones de alimentación existen estudios con resultados 
contradictorios. Fonseca en su estudio de 2004 describe cómo las poblaciones de 
mosquitos de la especie Cx. pipiens de origen europeo (Paleárticos) se alimentan 
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exclusivamente de aves mientras que los Cx pipiens norteamericanos (Neárticos) se 
alimentan indistintamente de aves y mamíferos. Concluye que este comportamiento 
podría explicar la distinta epidemiología observada entre Europa y Norteamérica. Sin 
embargo, los trabajos de Spielman sugieren que los mosquitos europeos se alimentan 
tanto de aves como de mamíferos y que estas diferencias en los patrones de 
alimentación no existen (Fonseca DM et al., 2004; Spielman A et al., 2004). Por tanto, 
la procedencia de los mosquitos no parece ser una explicación concluyente de las 
diferencias epidemiológicas en ambos territorios. 
La transmisión vertical del WNV (transmisión del virus desde las hembras 
grávidas infectadas a su progenie) ha sido descrita experimentalmente en las especies 
Cx. Pipiens (Nelms BM et al., 2011) y Cx. Tarsalis (Anderson JF et al., 2012), y existe 
abundante evidencia indirecta (detección de WNV en mosquitos macho) de campo que 
indicaría que este fenómeno se da realmente en la naturaleza. En hembras de 
mosquito en diapausa se ha podido aislar el virus y algunos autores han propuesto la 
hibernación de los mosquitos como mecanismo por el cual el virus podría sobrevivir al 
invierno (“overwintering”) y establecerse en una región sin necesidad de ser 
reintroducido, tal y como ya ha sucedido en el brote de Nueva York y en los recientes 
brotes en Europa (Reeves WC, 1990; Monaco F et al., 2011). No obstante, la verdadera 
importancia de este mecanismo en la eco-epidemiología del WNV aún está por 
determinar. 
Para finalizar este apartado, cabe destacar la influencia de, por un lado, los 
niveles de viremia del hospedador, y por otro, la saliva del mosquito, en la transmisión 
del WNV. Al nivel de viremia necesario en un hospedador para que un mosquito que se 
alimente de su sangre quede infectado se le denomina umbral de infectividad. Este 
umbral varía con la especie de vector estudiado. Así, para Cx. pipiens y Cx. 
quinquefasciatus este umbral es 105 PFU/mL (Turell MJ et al., 2000; Sardelis MR et al., 
2001), para Cx. univitattus 104 PFU/mL y para Cx. perexiguus es 104.6 PFU/mL (Goddard 
LB et al., 2002). Por este motivo, los niveles de viremia que desarrolla un hospedador 
vertebrado, siendo siempre un parámetro importante, puede ser un factor limitante 
dependiendo de la especie de mosquito que participe en el ciclo de transmisión. Por 
otra parte, estudios en ratones han permitido determinar que la saliva del mosquito 
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también influye en la transmisión de la enfermedad, favoreciendo la infección al 
suprimir el sistema inmune a varios niveles, produciendo mayores viremias y una 
neuroinvasión más rápida comparada con las inoculaciones realizadas con jeringuilla 
(Titus RG et al., 2006; Styer LM et al., 2011). 
 
Papel de las aves en la transmisión del WNV 
 
WNV se mantiene en la naturaleza en un ciclo de transmisión que se establece 
entre aves y mosquitos. Los datos existentes en el Viejo Mundo, referidos a las aves, 
apuntan a que la transmisión y circulación del WNV son una combinación de tres 
factores: aves infectadas capaces de transmitir el virus (infectivas), mosquitos 
ornitofílicos activos como los vectores más importantes y la transmisión del virus entre 
distintas especies de aves amplificadoras, no necesariamente las mismas especies que 
las infectivas (Rappole JH et al., 2000). Los brotes del WNV ocurren debido a la 
presencia de poblaciones de aves infectadas donde la elevada viremia juega un papel 
clave para que los mosquitos, del género Culex principalmente, se infecten al 
alimentarse de éstas. 
Por otra parte, el estatus inmunológico de una población de aves contribuye a 
prevenir el restablecimiento de un ciclo enzoótico amplificado que pueda afectar a la 
población humana en una región concreta (Weiss D et al., 2000). El contacto con cepas 
del WNV circulantes o probablemente con otros flavivirus (inmunidad cruzada por 
flavivirus heterólogos) puede producir un efecto protector, reduciendo 
sustancialmente los niveles de viremia de las aves expuestas (Fang Y et al., 2006). Este 
hecho, el historial de contactos de las aves europeas con múltiples flavivirus, se ha 
usado como hipótesis para explicar la baja virulencia del WNV en Europa frente a la 
alta virulencia exhibida en los brotes del WNV en Norteamérica (Beck C et al., 2013). Es 
más, la protección cruzada que proporcionan determinadas cepas (Kunjin-6453 y 
Kenya-3829) de baja patogenicidad frente a la infección con una cepa de alta 
patogenicidad (NY99-4132) ya ha sido demostrada en el cuervo americano (Corvus 
brachyrhynchos) (Brault AC et al., 2004). 
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La diseminación espacial y la introducción del WNV en nuevas áreas se debe 
probablemente, entre otros factores, a la influencia de los movimientos de aves, 
migratorias o no. Se ha propuesto que las aves migratorias de larga distancia juegan un 
papel decisivo en la dispersión espacial del WNV (Liu R et al., 2006). Lo cierto es que 
aves migratorias de diferentes especies se exponen a la infección por virus West Nile 
probablemente en sus lugares de invernada al sur, y ello sugiere la posibilidad de que 
tengan un papel en la dispersión del WNV a través de Europa Occidental (Figuerola J et 
al., 2008; López G et al., 2008), Europa Oriental (Hubálek Z et al., 2008), Oriente Medio 
(Malkinson M et al., 2002a y 2002b) y Norteamérica (Peterson AT et al., 2003). La 
hipótesis de que la introducción del WNV en Europa es consecuencia del paso de las 
aves migratorias que vienen de África se sustenta por un lado en pruebas serológicas 
en este tipo de aves que ayudan a explicar no sólo la dispersión geográfica del virus 
sino también la coincidencia en el tiempo de los brotes y el paso de estas aves durante 
su migración primaveral (Calistri P et al., 2010; López G et al., 2008; Rappole JH et al., 
2003), y por otro lado en las relaciones filogenéticas existentes entre las cepas del 
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Figura 7. Rutas migratorias de las aves en Europa y brotes del WNV en 2010 (adaptado de 
proyecto EpiSouth-Plus website). 
Circulación documentada del WNV (humanos/animales) Aug.-Oct. 2010
Rutas migratorias del Oeste
Rutas migratorias del Este
 
 
Aunque la capacidad del WNV para desplazarse a través de movimientos de 
aves, es generalmente aceptada, quedan importantes lagunas de conocimiento por 
esclarecer acerca de cómo, cuándo y desde donde es desplazado el virus (Rizzoli A et 
al., 2015). Por ejemplo, se desconoce qué especies de aves están involucradas, dónde 
adquieren la infección, el recorrido exacto que hacen, qué paradas realizan y la 
relevancia de éstas en las translocaciones de WNV, la distancia a la que pueden 
desplazar el virus, si el estar infectadas merma su capacidad de desplazamiento, etc. 
Igualmente, queda por explicar cómo un virus portado por un ave migrando desde el 
sur (África Subsahariana) en primavera puede iniciar un ciclo de transmisión en 
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Europa, en una estación en la que los vectores escasean o están virtualmente ausentes 
en grandes áreas. En realidad, el desplazamiento del WNV en sentido opuesto es 
mucho más probable: las aves migratorias regresan a sus lugares de invernada a finales 
de verano y principios del otoño, en plena temporada de transmisión del virus en 
Europa. De hecho, la única prueba empírica directa de la implicación de aves 
migratorias en el desplazamiento del WNV entre Europa y África se obtuvo en Israel en 
1998 (Malkinson M et al., 2002a). Una bandada de cigüeñas blancas (Ciconia ciconia) 
fue hallada en el desierto de Neguev, muchas con síntomas de infección por WNV, 
pudiendo aislarse el virus de varias de ellas. La bandada procedía de Centroeuropa y se 
dirigía a África a invernar. Hoy día, tras casi dos décadas de circulación continuada del 
WNV en amplias zonas de Europa meridional, central y oriental, existen pocas dudas 
de que el virus ha sido capaz de establecer circulación endémica en las zonas 
afectadas, donde se mantiene sin necesidad de tener que ser introducido desde África. 
La visión actual es que los brotes observados no tienen por qué estar vinculados al 
paso de aves migratorias, sino que se trata del resultado de una introducción, seguida 
de varias temporadas de transmisión “silenciosa” y dispersión local (donde pueden 
estar involucrados movimientos de aves), hasta producir los brotes de enfermedad en 
especies susceptibles (caballos y humanos fundamentalmente), que son resultado de 
un fenómeno de “desbordamiento” (“spillover”). Prueba de ello es que el número de 
brotes en Europa en los últimos años se cuenta por centenares, mientras que el 
número de introducciones que permiten concluir los datos de comparación 
filogenética de los aislados víricos es mucho menor (Sotelo E et al., 2011b). A pesar de 
estas lagunas y consideraciones, el estudio de Paz y Semenza plantea una conexión 
entre la migración y los brotes en humanos de Israel, Turquía, Rumanía, Rusia, Italia y 
España (Paz S y Semenza JC, 2013). Por supuesto, las largas migraciones no son el 
único mecanismo de dispersión posible para grandes distancias, es posible que 
desplazamientos cortos y consecutivos de aves, migratorias o no, puedan ejercer el 
mismo papel (Rappole JH et al., 2003). 
Otro factor que influye en la transmisión del WNV es la biodiversidad de 
especies de aves, o si se quiere, la heterogeneidad de hospedadores en un área 
geográfica determinada. De este modo, y asumiendo que las especies de aves 
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altamente competentes son mucho menos abundantes que las que no lo son dentro 
de una comunidad de aves, se ha descrito que una mayor biodiversidad actuaría de 
“efecto diluyente” en la transmisión del WNV a varios niveles. Una gran diversidad de 
especies disminuye las tasas de contacto entre el vector y el hospedador competente. 
De este modo, el índice de competencia de una comunidad de aves (la suma de los 
índices de competencia de cada especie ajustado por la abundancia relativa de cada 
una de ellas) se ve disminuida a medida que aumenta la biodiversidad de las especies 
que la componen (Ezenwa VO et al., 2006; Allan BF et al., 2009). Esto puede observarse 
en Sudamérica, a medida que nos aproximamos a los trópicos el número de especies 
de aves aumenta y disminuyen los casos de enfermedad asociados al WNV. Esta 
hipótesis de la abundancia de aves como “efecto diluyente” de la transmisión del WNV 
necesita de más estudios para ser contrastada. También hay que tener en cuenta que 
la abundancia de los hospedadores, competentes o no, en un habitat determinado 
está regulada mediante interacciones ecológicas específicas como la predación o la 
competencia por recursos limitados. 
Recientemente se ha acuñado el término “superdispersador” (del inglés “super-
spreader”), mencionado en el apartado anterior. Este término hace referencia a 
aquellas especies de aves que por sus características son las responsables de la 
mayoría de las infecciones de mosquitos por WNV (infecciones secundarias). Dos 
características han de coincidir para considerar un ave como superdispersadora: la 
primera, que la infección que desarrolle sea asintomática o en todo caso produzca 
signos leves, pero que además alcance viremias muy elevadas y duraderas; la segunda, 
que sea un hospedador preferente en la dieta de los mosquitos. En Norteamérica, para 
las áreas de Maryland y Washington D.C., se ha descrito al Turdus migratorius como un 
superdispersador debido a que reúne estas dos cualidades. (Kilpatrick AM et al., 
2006b; Hamer GL et al., 2009 y 2011). Los resultados de Hamer y Kilpatrick indican que 
entre el 84% y el 95,8% de los mosquitos infectados (Cx. pipiens) se deben al contacto 
con dos especies de aves, el T. migratorius y P. domesticus, siendo el T. migratorius el 
responsable de la mayoría de los mosquitos que resultan infectados. En Europa, en la 
provincia de Trento (Italia), se ha observado que la mayoría de los mosquitos 
infectados (Cx. pipiens) entre junio y julio se alimentan de T. merula y P. domesticus 
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(Roiz D et al., 2011). Aunque debido a la abundancia relativa de ambas especies, el 
verdadero superdispersador es éste último, ya que T. merula es la especie más 
abundante. Como ya se ha comentado en la sección anterior, establecer qué especies 
de ave son responsables de la mayoría de las infecciones secundarias en mosquitos es 
importante para entender los ciclos de transmisión en determinadas áreas y poder 
implementar programas de vigilancia y prevención. 
 
Los paseriformes y el gorrión común en relación con el WNV 
 
Los paseriformes (orden Passeriformes) son un gran orden de aves que abarca a 
más de la mitad de las especies de aves del mundo. El grupo fue bautizado por el 
nombre latino del gorrión (Passer), y por ello significa “los que tienen forma de 
gorrión”. Está dividido en tres subórdenes: dos mayoritarios, Passeri y Tyranni, y un 
tercero más reducido, Acanthisitti, que en conjunto constituyen el grupo de mayor 
diversidad entre las aves en la actualidad. Los paseriformes se conocen comúnmente 
como pájaros, aves canoras o pájaros cantores. Los pájaros son el grupo de 
vertebrados terrestres más diversificado, con más de 5.700 especies identificadas, lo 
que aproximadamente duplica el número de especies del orden de mamíferos más 
abundante, los roedores (orden Rodentia, 2.280 especies). Consta de más de 110 
familias, ocupando en este sentido el segundo puesto entre los vertebrados tras los 
perciformes. Su éxito evolutivo se debe a diversas adaptaciones, que comprenden 
desde su capacidad para posarse en los árboles, los usos de sus cantos, su inteligencia 
o la complejidad y diversidad de sus nidos. 
En relación con el WNV, los paseriformes incluyen especies de aves altamente 
competentes para la transmisión, actuando como reservorios naturales en el ciclo de 
transmisión del virus (Komar N et al., 2003a). Estas aves jugaron un papel importante 
para la dispersión del WNV a través de EE.UU (Rappole JH et al., 2000). Dentro del 
orden de los paseriformes, las familias que alcanzan títulos virales en sangre más altos 
durante la infección son: Corvidae (cuervos), Fringillidae (fringílidos) y Passeridae 
(gorriones) (Komar N et al., 2003b). Sin embargo, la mortalidad es bien distinta. En 
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infecciones experimentales con la cepa NY99 la mortalidad en cuervos americanos 
(Corvus brachyrhynchos) alcanza el 100 % (Brault AC et al., 2004 y 2007) mientras que 
los gorriones son menos susceptibles a la enfermedad. Los datos de mortalidad en 
gorriones, por lo general, varían entre un 10-50 % dependiendo del autor consultado 
(Komar N et al., 2003b, Langevin SA et al., 2005; Nemeth NM et al., 2008, 2009 y 
2009b). Algunos autores achacan al diferente origen de ambas especies esta diferencia 
de mortalidad, siendo el cuervo americano una especie “naïve” sin exposición natural 
histórica al WNV; mientras que el gorrión presente en Norteamérica es una especie 
introducida desde Europa, donde el WNV ha estado circulando probablemente 
durante cientos de años (Hayes CG et al., 2001). 
 
El gorrión común (Passer domesticus) 
 
El gorrión común (Passer domesticus), también llamado pardal, es una especie 
de ave paseriforme de la familia Passeridae. Es pequeño, está adaptado al hábitat 
urbano y acostumbrado a vivir cerca del ser humano pues los entornos humanizados le 
proporcionan estructuras donde anidar, abundancia de comida y agua. Aunque es 
originario de Eurasia y el Norte de África, el gorrión común se encuentra distribuido 
por todo el mundo, pues ha sido introducido por el ser humano en el resto de los 
continentes, a excepción de la Antártida. Concretamente en los EE.UU. fue introducido 
alrededor de 1851 en la ciudad de Nueva York, más tarde, esta medida se siguió en 
otras ciudades de EE.UU. donde es conocido como gorrión inglés (Moulton MP et al., 
2010).  
 El gorrión común es un ave gregaria y generalmente sedentaria, aunque se ha 
observado que cruzan el Estrecho de Gibraltar entre la segunda quincena de 
septiembre y la primera de noviembre. Hasta qué punto estos flujos son verdadera 
migración o movimientos dispersivos se desconoce. A menor escala el gorrión común 
desarrolla dos tipos de movimientos: los rutinarios que corresponden a aves adultas, 
sobre todo durante la época reproductora, y los de forrajeo y dormidero que se 
producen fuera de la época reproductora. 
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 En lo que se refiere a infecciones víricas, el gorrión común ha sido implicado en 
la transmisión del virus de la encefalitis de St. Louis (SLEV) (Gruwell JA et al., 2000) y 
del virus de la encefalitis equina del Oeste (WEEV) (Holden P et al., 1973). Sobre el 
WNV, ya se ha mencionado con anterioridad que el gorrión común infectado por WNV 
alcanza viremias muy altas y sostenidas en el tiempo durante la fase aguda de la 
infección. Su competencia como hospedador unida al hecho de que es un ave que 
habita próxima al hombre, preferentemente en áreas urbanas, sugiere que podría 
tener un papel epidemiológico con repercusiones para la salud pública. En la ciudad de 
Nueva York, durante el brote de 1999, los gorriones pudieron contribuir de manera 
muy importante a la transmisión del WNV al estar frecuentemente expuestos al virus y 
ser más abundantes que otras especies de aves (Komar N et al., 2001). A estos factores 
se le une el hecho de que especies de mosquito como Cx. pipiens, que han sido 
sugeridas por algunos autores como vector puente, tienen afinidad por alimentarse del 
gorrión común. 
 La alta mortalidad en aves silvestres observada durante el brote de Nueva York 
provocó la necesidad de profundizar en el conocimiento de la biología del WNV en sus 
reservorios naturales. Como consecuencia, la mayoría de los estudios sobre la 
virulencia del WNV en aves, tanto infecciones experimentales como naturales, se han 
realizado en especies originarias de Norteamérica (Neárticas) y aproximadamente en 
dos tercios de las publicaciones sobre aves silvestres infectadas experimentalmente 
con WNV se ha usado la cepa NY99 (Perez-Ramirez E et al., 2014). Por el contrario, las 
investigaciones en aves de origen europeo (Paleárticas) con cepas circulantes en este 
continente son muchos más escasas (Dridi M et al., 2013; Sotelo E et al., 2011a; Ziegler 
U et al., 2013). Aun así, los resultados de estos experimentos muestran que las aves 
europeas son igualmente susceptibles a la enfermedad y que algunas cepas virales 
europeas pueden llegar a ser tan patogénicas como las norteamericanas (Sotelo E et 
al., 2011a). Por tanto, las diferencias eco-epidemiológicas del WNV en Norteamérica y 
Europa, en relación a la mortalidad y virulencia en aves, aún requieren una explicación 
satisfactoria. Para avanzar en este aspecto son necesarios más estudios con aves y 
cepas de origen europeo, pues es sabido que la mayoría de estudios han sido 
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desarrollados en aves y cepas de virus de origen norteamericano (Perez-Ramirez E et 
al., 2014). 
 Existen otros aspectos relacionados con la infección del WNV en el gorrión 
común que han suscitado el interés de los investigadores como son la persistencia del 
virus, la inmunidad generada por anticuerpos, el tropismo y la patogenia del virus 
durante la infección, la mortalidad y su relación con la edad, la seroprevalencia y la 
elección del hospedador por los mosquitos en su dieta. A continuación se comentan 
brevemente algunos de ellos.  
Los estudios sobre persistencia del virus en aves apuntan a que el mecanismo 
más plausible de supervivencia del virus al invierno (“overwintering”) es la 
depredación de gorriones por aves más que la infección de mosquitos al alimentarse 
de gorriones portadores del virus (Wheleer SS et al., 2012; Nemeth NM et al., 2009).  
Los estudios de tropismo y patología confirman que la infección en el gorrión 
común es sistémica, con afectación del sistema nervioso central (vasculitis) y 
colonización de diversos órganos como el hígado, bazo y corazón (O’Brien VA et al., 
2010; Komar N et al., 2003b).  
La mortalidad del gorrión común en la fase aguda de la infección varía entre un 
10 % y un 50 %. Muchos de estos estudios han sido desarrollados con una muestra 
pequeña de individuos (n = 6-11) donde la mortalidad está comprendida entre el 27 % 
y el 50 % (Komar N et al., 2003b; Langevin SA et al., 2005; Nemeth NM et al., 2008). 
Por otro lado, los estudios con un número mayor de gorriones (n = 35-115) 
contemplan una mortalidad entre el 10% y el 23% (Nemeth NM et al., 2009a y 2009b). 
Si bien en estos estudios hay diferencias en la dosis viral inoculada (pfu) o en el 
método de infección utilizado, existen evidencias de que los individuos de menor edad 
sufren una mortalidad mayor (Nemeth NM et al., 2008 y 2009a).  
Finalmente, en cuanto a la preferencia del gorrión común en la dieta de los 
mosquitos y la seroprevalencia, mencionar que el gorrión común, junto con el mirlo, 
conforman casi en exclusiva la dieta de los mosquitos Cx. pipiens en ciertas regiones de 
Italia donde exhiben una alta seroprevalencia frente al WNV (Roiz D et al., 2012). 
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En resumen, el gorrión común es un modelo animal útil, adecuado y de gran 
interés para el estudio de la virulencia de las distintas cepas de WNV por su capacidad 
para replicar el virus, su aparente papel en la transmisión de la enfermedad, su amplia 
distribución geográfica, con presencia en todos aquellos continentes donde se halla el 
WNV (Figuras 5 y 8), su abundancia y la proximidad al hombre. Además, su pequeño 
tamaño facilita su manejo y su mantenimiento en cautividad en el laboratorio. 
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Competencia e índice de competencia del hospedador 
 
La competencia puede ser definida para vectores, hospedadores y 
comunidades de aves. 
a) Vector competente para la transmisión del WNV  
Normalmente son mosquitos del género Culex spp. Un vector competente es 
aquel que puede transmitir la enfermedad a un hospedador del que se alimenta. Por 
tanto, la competencia para un vector es definida como la capacidad de replicar el virus 
de forma sistémica a un nivel tal que éste pueda alcanzar las glándulas salivares. Para 
que esto suceda el virus debe atravesar determinadas estructuras que actúan a modo 
de barreras en el interior del mosquito. La primera es la lámina basal de la pared del 
intestino medio (Scott TW et al., 1989). Una vez superada ésta, el virus puede acceder 
a la hemolinfa y viajar a otros tejidos hasta alcanzar las glándulas salivares donde, de 
nuevo, debe cruzar la lámina basal de las células salivares para poder acceder a ellas. 
La amplificación del virus en el mosquito y la diseminación hasta las glándulas salivares 
son dependientes de la temperatura ambiente, de tal forma que cuanto mayor es la 
temperatura más rápido es el proceso de propagación y diseminación. Al llegar a las 
glándulas salivares el mosquito es capaz de transmitirlo a través de su picadura. El 
índice de competencia varía con la especie de mosquito estudiada (Sardelis MR et al., 
2001; Goddard LB et al., 2002). 
 
b) Hospedador competente para la transmisión del WNV  
Es aquel hospedador vertebrado en el cual, durante la infección, el virus alcanza 
concentraciones en sangre capaces de infectar a un mosquito que se alimente de él. A 
este nivel de viremia se le denomina umbral de infectividad y es distinto para cada 
especie de mosquito. Por tanto, la competencia de un hospedador está determinada 
por la intensidad y duración de la viremia que desarrolla. Como ya se señaló 
anteriormente, esta situación se da generalmente en determinados tipos de aves, 
consideradas reservorios epidemiológicos del virus. 
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Índice de competencia del hospedador (Ci) 
Hay varias maneras de calcular el índice de competencia de un hospedador 
(Komar N et al., 2003b; Kilpatrick AM et al., 2007). Los cálculos usados en los capítulos 
3 y 4 de esta Tesis se basan en la fórmula publicada por Komar y colaboradores (Komar 
N et al., 2003b) y que define el índice de competencia de un hospedador como el 
número de mosquitos por día que resultarían infectados al alimentarse de una especie 
de ave infectada. Es un indicador de la capacidad de transmisión y/o diseminación del 
WNV a partir de un ave y en relación a una especie de vector determinada. Komar ha 
calculado el índice de competencia para docenas de especies de aves (Komar N et al., 
2003b). Para ello, en su estudio publicado en 2003 definió el índice de competencia de 




 (s) ó susceptibilidad es la proporción de aves que quedan infectadas como 
resultado de la exposición a mosquitos infectivos. 
 (i) ó infectividad es un parámetro que indica el número diario de mosquitos que 
quedan infectados tras alimentarse de un hospedador durante el periodo que 
dura la viremia infecciosa. 
 (d) ó duración de la viremia infecciosa es el número de días que un ave 
mantiene una viremia capaz de infectar a una especie de mosquito o, si se 
quiere, la duración del umbral de infectividad. 
Para calcular el índice de competencia de diversas especies de aves para la 
transmisión del WNV, Komar usó los valores de infectividad “i” para Cx. pipiens 
publicados por Turell en el año 2000 (Turell MJ et al., 2000). Turell estableció la 
infectividad como una variable que depende del título viral en sangre del hospedador, 
y fijó un umbral de infectividad para Cx. pipiens de 105 PFU/mL, por debajo del cual los 
mosquitos no quedan infectados. Existen distintos umbrales de infectividad 
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dependiendo de la especie de mosquito, tal y como se mencionó en el apartado 
dedicado al papel de los mosquitos en el ciclo de transmisión. 
Los niveles de viremia y la duración de ésta varían con la especie de ave, por lo 
que cada especie tiene un Ci distinto. De todos los órdenes de aves estudiados en 
Komar N et al., 2003b puede decirse en general que destacan dos, passeriformes y 
charadriiformes, al incluir a las aves que poseen los índices de competencia más altos, 
aunque existen notables diferencias entre especies pertenecientes a estos dos 
taxones, incluso dentro de la misma familia (Komar N et al., 2003b).  
 
Tabla 3. Tabla de consulta de curva estándar que relaciona el título de la viremia con la 
infectividad para Culex pipiens. Anexo D de Turell y cols. (Turell MJ et al., 2000). 
Viremia Infectividad Viremia Infectividad Viremia Infectividad Viremia Infectividad
5.0 0.02 7.0 0.22 9.0 0.42 11.0 0.62
5.1 0.03 7.1 0.23 9.1 0.43 11.1 0.63
5.2 0.04 7.2 0.24 9.2 0.44 11.2 0.64
5.3 0.05 7.3 0.25 9.3 0.45 11.3 0.65
5.4 0.06 7.4 0.26 9.4 0.46 11.4 0.66
5.5 0.07 7.5 0.27 9.5 0.47 11.5 0.67
5.6 0.08 7.6 0.28 9.6 0.48 11.6 0.68
5.7 0.09 7.7 0.29 9.7 0.49 11.7 0.69
5.8 0.10 7.8 0.30 9.8 0.50 11.8 0.70
5.9 0.11 7.9 0.31 9.9 0.51 11.9 0.71
6.0 0.12 8.0 0.32 10.0 0.52 12.0 0.72
6.1 0.13 8.1 0.33 10.1 0.53
6.2 0.14 8.2 0.34 10.2 0.54
6.3 0.15 8.3 0.35 10.3 0.55
6.4 0.16 8.4 0.36 10.4 0.56
6.5 0.17 8.5 0.37 10.5 0.57
6.6 0.18 8.6 0.38 10.6 0.58
6.7 0.19 8.7 0.39 10.7 0.59
6.8 0.20 8.8 0.40 10.8 0.60
6.9 0.21 8.9 0.41 10.9 0.61  
 
c) Competencia de comunidad  
Se trata de un parámetro análogo al índice de competencia (Ci) para una 
especie descrito anteriormente, pero aplicable a las comunidades de aves. Es definida 
como la suma de los productos de la abundancia de cada especie de ave y su índice de 
competencia como hospedador (Allan BF et al., 2009). 
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Dinámicas de transmisión de WNV en distintos territorios: América, 
Europa y la cuenca mediterránea 
 
El WNV fue aislado por primera vez en 1937 en Uganda, en el distrito de West 
Nile (según la división territorial vigente bajo la administración colonial británica de 
aquel entonces, hoy día provincia de Arusha), a partir de la sangre de una mujer que 
presentaba un cuadro febril (Smithburn KC et al., 1940). Actualmente es uno de los 
arbovirus más extendidos del planeta.  
En la década de 1950 el WNV se detecta en Israel y Egipto, estos brotes 
ayudaron a profundizar en el conocimiento de la ecología del WNV (Taylor RM et al., 
1956). En Europa los primeros casos de WNV fueron en equinos y se documentaron 
entre los años 1962 y 1971 en la región de la Camarga francesa y el sur de Portugal, 
respectivamente. Así, los primeros aislados de WNV en Europa datan de esta época 
(Francia 1962, Portugal 1971) (Hubalek Z et al., 1999a y 1999b). Después de un periodo 
de 23 años de inactividad, el WNV reemerge en Europa y en la cuenca del 
Mediterráneo a finales de los años 90 (Murgue B et al., 2001), concretamente en el 
Norte de África (Argelia, 1994; Marruecos, 1996 y Túnez, 1997) y en Europa del Este 
(Rumania, 1996 y Rusia, 1997). Al mismo tiempo el WNV es detectado en Italia e Israel 
(1998) y en Norteamérica (Nueva York, 1999). Hasta la década de los noventa la 
enfermedad provocada por el WNV se consideró de poca importancia y de escasa 
gravedad. Fue a partir de los brotes de Rumanía (Bucarest 1996), Rusia (Volgogrado 
1997), Israel (1998) y Estados Unidos (1999), notablemente virulentos, con centenares 
de casos humanos, cuando la concepción sobre la enfermedad cambió notablemente 
(Tsai TF et al., 1998; Lanciotti RS et al., 1999; Hayes CG et al., 2001).  
En Estados Unidos, entre 1999 y 2016 se ha detectado la enfermedad en más 
de 44.000 seres humanos, causando la muerte a más de 2.000 de ellos (CDC, 2016). En 
EE.UU. el virus sobrevivió al invierno de 1999 y los siguientes hasta hoy, de manera 
que ya es considerado endémico en amplias áreas del país. En tan sólo cuatro años 
desde su aparición se extendió de costa a costa (ver Figura 9) causando epidemias 
regionales en 2002 y 2003. Fuera de EE.UU., en el continente americano el WNV fue 
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detectado en Canadá en 2001 y desde entonces se ha expandido desde Canadá hasta 
Argentina. 
 
Figura 9. Expansión del WNV en EE.UU. Casos de enfermedad neuroinvasiva declarados entre 









Algo de actividad del WNV
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En lo que respecta a Europa, hasta 2010 la mayoría de los brotes registrados 
han sido causados por aislados pertenecientes al linaje 1. El primer brote epidémico se 
registró entre los años 1962 y 1965 en la región de la Camarga francesa en caballos y 
humanos, desapareciendo entre 1971 y 1996. Los brotes de Rusia de 1999 y de 
Rumanía de 1996 son los más graves de los aislados englobados en el linaje 1. No 
obstante, en las últimas dos décadas el número y la gravedad de los brotes han ido en 
aumento, sobre todo en aquellas regiones donde la enfermedad ya había sido 
registrada con anterioridad como son Francia, Italia, Grecia, Túnez, Hungría, España, 
Rumanía, Portugal. Estudios filogenéticos indican que el virus se ha vuelto endémico 
en Grecia, Italia, España, Portugal, Francia y Rumanía (Calistri P et al., 2010, Barzon L et 
al., 2013; Sambri V et al., 2013). Así mismo, el número de casos de fiebre producida 
por el WNV entre 2010 y 2015 ha sufrido un repunte (ver Tabla 4).  
En cuanto al linaje 2, se consideraba restringido al África Subsahariana y 
Madagascar (con la excepción de un aislado de 1968 en Chipre (McMullen AR et al., 
2013) pero desde 2004, año en que se aisló por primera vez en aves en Hungría, ha 
sido detectado en varias ocasiones en Europa. Aislados pertenecientes a este linaje son 
responsables de importantes brotes en Grecia, Rumanía, Italia y Balcanes, donde la 
frecuencia y virulencia de los brotes es cada vez mayor (Barzon L et al., 2013; Papa A et 
al., 2010; Sirbu A et al., 2011; ECDC, 2016). De tal forma, el brote de 2010 en Grecia es 
el de mayor gravedad causado por un virus del linaje 2 que se haya registrado en 
Europa, con 262 casos confirmados y 33 muertes. En Italia desde 2011 aislados 
pertenecientes a ambos linajes están co-circulando en las regiones del norte del país 
(Barzon L et al., 2013). En regiones donde nunca se había reportado actividad del 
WNV, como en los Balcanes, se han registrado en los últimos años brotes causados por 
virus del linaje 2. Todo ello coincide con un aumento de la actividad en la última 
década de aislados pertenecientes al Linaje 2 de WNV, reportándose esta actividad en 
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Tabla 4. Casos de encefalitis en humanos provocada por el WNV en Europa y los países 
colindantes, 2010-2015 (ECDC, 2016).  
 
2010 2011 2012 2013 2014 2015
Bulgaria 0 0 2 0 0 2
Rep. Checa 0 0 0 1 0 0
Rusia 419 153 447 177 29 39
Grecia 262 100 161 86 15 0
Israel 105 39 83 63 17 125
Rumanía 57 11 14 24 23 19
Turquia 47 3 0 0 0 0
Austria 0 0 0 0 1 7
Italia 6 14 50 69 24 60
España 2 0 0 0 0 0
Francia 0 0 0 0 0 1
Portugal 0 0 0 0 0 1
Hungría 18 3 17 31 11 18
Ucrania 0 8 12 1 0 0
Albania 0 2 0 0 0 0
Macedonia 0 4 6 1 0 0
Argelia 0 0 1 0 0 0
Túnez 0 3 63 6 0 0
Eslovenia 0 0 0 1 0 0
Serbia 0 0 69 302 76 28
Croacia 0 0 5 16 0 0
Bosnia Hercegovina 0 0 0 3 13 0
Kosovo 0 0 4 0 0 0
Montenegro 0 0 1 4 0 0
Territorio Palestino 0 0 2 0 1 1
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Viejo Mundo vs. Nuevo Mundo: Breve resumen de las causas de la 
diferente eco-epidemiología. 
 
Ya se ha mencionado anteriormente que la eco-epidemiología del WNV en 
Europa y Norteamérica difieren en algunos aspectos. El WNV es un virus re-emergente 
en Europa y en la cuenca del Mediterráneo, donde da lugar a brotes en general menos 
extensos que en Norteamérica, siendo así mismo su incidencia significativamente 
menor (CDC, 2016 y ECDC, 2016 ) si bien en los últimos años las diferencias en este 
sentido se han reducido. Además, la mortalidad en aves asociada al WNV en Europa es 
muy escasa mientras que en Norteamérica, desde que el WNV fue detectado por 
primera vez en 1999, se produce una alta mortalidad en (CDC, 2016 y ECDC, 2016 ). 
Varias son las causas que se han apuntado para explicar estas diferencias: 
1. Las cepas virales que circulan por Norteamérica podrían presentar una mayor 
virulencia que las cepas europeas. Hay que tener en cuenta a este respecto que 
las cepas circulantes en Europa, donde se ha observado circulación de hasta 4 
linajes genéticos distintos (Rizzoli A et al., 2015), presentan una mayor 
diversidad genética que en EE.UU. donde las cepas circulantes son mucho más 
homogéneas, como consecuencia de que derivan de una única introducción en 
1999 (May FJ et al., 2011). Existe, sin embargo, evidencia de que al menos 
algunas cepas circulantes en Europa son al menos tan virulentas como las cepas 
norteamericanas (Sotelo E et al., 2009; Perez-Ramirez E et al., 2014). 
2. Las aves norteamericanas podrían ser más susceptibles a la enfermedad que las 
europeas debido a que su historial de contactos con el virus es más restringido. 
Esto implicaría que en Norteamérica la co-evolución entre aves y virus apenas 
ha tenido oportunidad de ocurrir, no así en Europa lo cual ha podido tener 
consecuencias en la selección natural de las distintas especies de aves. 
3. Podría darse un distinto patrón de alimentación, quizá menos selectivo entre 
aves/mamíferos, en las especies de mosquitos que residen en Norteamérica, 
siendo las especies dominantes en Europa (Culex spp.) de un carácter 
ornitofílico más estricto (Fonseca DM et al., 2004). 
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4. La existencia de otros flavivirus circulantes por Europa proporcionarían 
protección cruzada a las aves frente al WNV.  
 
Fruto de la diversificación y adaptación al entorno donde se propaga el WNV, 
las distintas variantes geográficas del virus muestran diferencias genéticas en su 
secuencia de aminoácidos. Los experimentos de patogenicidad en modelos animales, 
tanto en ratón como en aves, unidos al conocimiento detallado de la secuencia 
genética de los distintos aislados de WNV, han permitido proponer varios 
determinantes de patogenicidad. En la Tabla 5 se muestran los más importantes 
(Rizzoli A et al., 2015). 
 
Tabla 5. Determinantes genéticos de patogenicidad del WNV propuestos en distintos modelos 
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Uno de los determinantes de patogenicidad que más han atraído la atención de 
los investigadores es la sustitución de treonina (Thr) por prolina (Pro) en la proteína 
NS3 en la posición 249 (NS3249). El estudio de esta mutación fue abordado por Brault 
en un elegante experimento con clones infecciosos en un modelo experimental de 
cuervo americano (Brault AC et al., 2007). En este estudio Brault fue capaz de revertir 
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la virulencia de la cepa de alta patogenicidad (NY99) únicamente mediante la 
sustitución de la prolina por treonina en dicha posición, y al contrario, la cepa de baja 
patogenicidad (Ken-3829) aumentó su virulencia notablemente al efectuar la 
sustitución contraria (treonina por prolina). 
Todas las cepas norteamericanas de WNV presentan prolina en la posición 
NS3249 (NS3249P). Así mismo, esta mutación está siendo detectada recientemente en un 
número creciente de cepas europeas responsables de numerosos brotes, tanto en 
aislados pertenecientes al linaje 1 (Italy/2008, Spain/2010, entre otras) como en 
aislados del linaje 2 como Austria/2008 y Grecia/2010). Esto ha motivado que en 
general se asuma que las cepas de WNV portadoras de la mutación NS3249P son más 
virulentas que las que no la poseen. Esto, que ha sido demostrado experimentalmente 
para el cuervo americano (Brault AC et al., 2007), no es así para otras especies 
analizadas, como por ejemplo, el gorrión común (Langevin SA et al., 2005), la perdiz 
roja (Sotelo E et al., 2011a) o el ratón (Sotelo E et al., 2009). Por todo ello hay que 
tomar con precaución los datos sobre patogenicidad y tener en cuenta otras 
características fenotípicas del WNV, entre ellas, y de modo especial, la competencia 
del hospedador. Cepas de igual virulencia pueden dar lugar a brotes de distinta 
importancia en función de la diferente competencia como hospedador que presente la 
especie (o especies) involucrada(s) en su ciclo de transmisión para las distintas cepas: a 
mayor competencia, más mosquitos resultarán infectados de cada ave individual 
infectada, más capacidad para diseminar el virus, y por tanto más casos cabe esperar 












El WNV es un virus con un ciclo biológico que involucra a aves y mosquitos 
como principales vectores. En las últimas décadas el número de brotes en Europa ha 
ido aumentando, así como la incidencia del virus en humanos. Es por ello que conocer 
los factores de transmisión y circulación del virus para un determinado territorio es 
clave para poder minimizar los riesgos de los brotes o intentar predecirlos. En este 
sentido determinar la capacidad de una especie de ave para amplificar y transmitir el 
virus (Ci) es uno de los pasos fundamentales en la carrera por entender el 
comportamiento del WNV sobre el terreno, aunque este aspecto no es el único a tener 
en cuenta. También es necesario averiguar qué especies de aves son las responsables 
de la mayoría de mosquitos infectados en un territorio determinado. Por tanto para 
entender de la mejor manera posible el comportamiento epidemiológico del WNV es 
necesario combinar los trabajos experimentales de patogenia y competencia como 
hospedador en aves con los estudios de campo que indaguen en los aspectos 
ecológicos de las relaciones entre aves y mosquitos.  
La mayoría de los datos existentes en este sentido han sido aportados para 
aves y cepas víricas de origen norteamericano. Por el contrario, los trabajos con aves y 
cepas de origen europeo son mucho más escasos y pese a que su número está 
aumentando en los últimos años es necesario seguir averiguando las claves que 
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A novel quantitative multiplex real-time RT-
PCR for the simultaneous detection and 
differentiation of West Nile virus lineages 1 and 2, 
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Una novedosa RT-PCR en tiempo real cuantitativa múltiple para 
la detección y diferenciación de los linajes 1 y 2 del virus West 





En los últimos años se ha reportado un incremento en Europa de la actividad de dos 
flavivirus, el virus West Nile (WNV) y el virus Usutu (USUV). La actual situación epidemiológica 
hace necesarios métodos de RT-PCR que sean capaces no sólo de detectar el linaje 1 (L1) del 
WNV, ampliamente distribuido, sino también el linaje 2 (L2). Además, la presencia en Europa 
del USUV, estrechamente relacionado, requiere métodos que puedan identificar esos tres 
flavivirus y permitan un diagnóstico diferencial eficiente y preciso. Aquí se describe una nueva 
RT-PCR en tiempo real, múltiple y en un sólo paso que detecta y diferencia eficientemente los 
linajes 1, 2 y el USUV en una sola reacción. Este ensayo está basado en diferentes cebadores y 
sondas fluorescentes específicas para cada virus que están marcadas con “apantalladores” de 
fluorescencia selectivos y no redundantes. Esto permite que la fluorescencia emitida por cada 
sonda, caracterizada por una longitud de onda determinada, pueda ser diferenciada. Este 
ensayo múltiplex resultó muy sensible para todos los virus diana; además no hubo reacciones 
cruzadas entre virus y el ensayo no dio señal para ningún otro virus relacionado 
filogenéticamente o sintomatológicamente. La cuantificación fue posible mediante el uso de 
ARN transcritos in vitro desarrollados específicamente para cada virus como número de copias 
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Experimental infection of house sparrows 
(Passer domesticus) with West Nile virus isolates of 
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Infección experimental del gorrión común (Passer domesticus) 






El virus West Nile (WNV) es un patógeno zoónotico transmitido por mosquitos en un 
ciclo que involucra a aves silvestres como reservorios. Este virus ha emergido recientemente 
en Norteamérica y re-emergido en Europa. Los brotes del WNV en Norteamérica vienen 
acompañados normalmente por una alta mortalidad en aves silvestres, un hecho que es poco 
común en Europa. La razón de esta diferencia no se conoce, pero tanto la virulencia intrínseca 
de las cepas circulantes en cada continente como la susceptibilidad a la enfermedad de las 
aves Paleárticas frente a las Neárticas pueden desempeñar un papel en estas diferencias. Para 
evaluar esta cuestión, se llevaron a cabo inoculaciones experimentales con cuatro cepas 
pertenecientes al linaje 1 de WNV, tres cepas del sur de Europa (Italy/2008, Italy/2009 y 
Spain/2007) y una de Norteamérica (NY99) en el gorrión común (Passer domesticus), un ave 
paseriforme común en ambos continentes. No se hallaron diferencias significativas en la 
mortalidad, entre 0% y 25%, para las distintas cepas de WNV. La viremia duró entre 5 y 6 días 
post-inoculación en todos los casos; los individuos inoculados con NY99 tuvieron 
significativamente mayores títulos virales en sangre que con el resto de cepas. En 
consecuencia, a pesar de que las cepas Euro-mediterráneas son patogénicas para el gorrión 
común, tuvieron una menor capacidad para replicarse y ser transmitidas por este hospedador 
en comparación con la cepa NY99. Si fuera aplicable para otras especies de aves silvestres, esta 
capacidad relativamente reducida de trasmisión de las cepas Euro-mediterráneas podría 
explicar la menor incidencia de la enfermedad en aves silvestres en el territorio Euro-
mediterráneo. 
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Experimental infection of house sparrows 
(Passer domesticus) with two different West Nile 
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Infección experimental del gorrión común (Passer domesticus) 
con dos cepas diferentes del virus West Nile: NY99 (linaje 1) y 




El virus West Nile (WNV) es un patógeno zoonótico que se mantiene en un ciclo 
enzoótico entre mosquitos y aves; los seres humanos, équidos, otros mamíferos y algunas 
especies de aves son hospedadores en fondo de saco. Las cepas del linaje 1 del WNV han sido 
predominantes en Europa desde la década de 1960. Sin embargo, en 2004 cepas 
pertenecientes al linaje 2 surgieron en Hungría y Rusia, respectivamente, extendiéndose desde 
entonces a varios países cercanos (p.e. Austria, Grecia, Italia, Serbia y Rumanía). La mortalidad 
de las aves silvestres es un hecho distintivo de los brotes en Norteamérica, un hecho poco 
común en Europa. El objetivo de este estudio es comparar el curso de la infección de cepas de 
WNV perteneciente al linaje 1 (NY99) y linaje 2 (Austria/2008) en el gorrión común, una 
especie de ave habitual en Europa y Norteamérica. Los gorriones fueron inoculados con las 
cepas NY99 o Austria/2008 de WNV. Un tercer grupo se usó como control de inoculación. En 
todos los grupos se evaluaron parámetros clínicos y analíticos (viremia, carga viral en tejidos y 
anticuerpos) hasta 14 días post inoculación. Aunque todos los gorriones fueron infectados, no 
se observó ni signos clínicos ni mortalidad debido a la infección. Sin embargo, la magnitud y 
duración de la viremia fue mayor en los gorriones inoculados con NY99 que con Austria/2008. 
El gorrión común ha demostrado ser un hospedador competente para ambas cepas, aunque el 
índice de competencia calculado para los gorriones inoculados con NY99 fue mayor que los 
inoculados con Austria/2008. La carga viral en órganos e hisopos fue también mayor para el 
grupo de gorriones inoculados con la cepa NY99. En conclusión, el gorrión común es un 
modelo de ave conveniente para el estudio de la competencia como hospedador para las 
cepas de WNV. Las diferencias observadas entre las cepas NY99 y Austria/2008 pueden tener 
importantes consecuencias epidemiológicas en la incidencia de la enfermedad y su capacidad 
de dispersión. 
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1. Para poder describir las especies de aves clave en la transmisión 
del WNV en un área determinada es necesario evaluar en 
conjunto las relaciones ecológicas entre las aves y los mosquitos 
y la competencia como hospedador de las aves para ese 
territorio. 
2. La co-circulación en Europa de los linajes 1 y 2 del WNV y el virus 
Usutu hace necesario el desarrollo de técnicas diagnósticas que 
ayuden a diferenciar estos virus. La RT-PCR multiplex cuantitativa 
descrita en el capítulo II representa una novedosa herramienta 
para el diagnóstico y la vigilancia epidemiológica de los linajes 1 y 
2 de WNV y del virus Usutu en los territorios donde están co-
circulando. 
3. El gorrión común es un modelo útil para el estudio de los 
principales parámetros que definen la infección por WNV en 
aves susceptibles, tanto para cepas de WNV de distinto origen 
geográfico como de distinto linaje. 
4. La mayor competencia como hospedador del gorrión común 
para la cepa norteamericana NY99 con respecto a las cepas 
europeas estudiadas en esta Tesis, conlleva una mayor capacidad 
de difusión de la enfermedad, un mayor número de infecciones 
y, por ello, una mayor mortalidad absoluta. Por tanto, las 
diferencias en el índice de competencia  de los  hospedadores 
para las distintas cepas de WNV podrían ayudar a explicar 
algunas diferencias epidemiológicas observadas entre ambas 
regiones. 
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5. Para corroborar si existen diferencias en la mortalidad del 
gorrión común debido a la infección por las distintas cepas de 
WNV analizadas en esta Tesis, y así aumentar la potencia 
estadística de este parámetro, sería necesario incrementar el 
número de gorriones sujetos a infección en un mismo 
experimento. 
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